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f<\ (57) Abstract: The invention relates to a method for the synthesis of nucleic acids, wherein a polymerase, a nucleic acid which can 

Oact as a matrix for the polymerase, NTPs and Mn^"*^ are incubated in certain conditions which enable the synthesis of a nucleic acid 
strand. Said method is characterised in that the conditions have a mol ratio of Mn^*/NTP which is not greater than 0,7. 
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BEST AVAILABLE COPY 



wo 2004/022574 A2 lilillllllilililllllilllllilllllillililllllillllM^^ 



TM), europaisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, 
DK, EE, ES, n, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI-Patent (BF, BJ. CF, CG, 
CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Veroffentlicht: 

— ohne intemaiionalen Recherchenbericht und emeut zu ver- 
dffentlichen nach Erhalt des Berichts 



Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations'') am Anfang jeder regularen Ausgabe der 
PCT -Gazette verwiesen. 



(57) Zusaimnenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von NukleinsMuren, bei dem man eine Polymerase, eine 
Nukleinsaure, die als Matrize fUr die Polymerase dienen kann, NTPs und Mn^^ unter Bedingungen inkubiert, welche die Synthese ei- 
nes Nukleinsaurcstranges crmoglichen, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass die Bedingungen ein Molverhaltnis von Mn^'^/NTP 
von nicht mehr als 0,7 umfassen. 
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Verbesaerte Verfahren ztir Synthese von Nuklelnsauren 



Die vorliegende Erfindung betrifft verbesserte Verfahren zur 
Synthese von N-akleinsauren, bei denen man eine Polymerase, eine 
Nukleinsaure, die als Matrize fur die Polymerase dienen kann, 
NTPs und Mn^* unter Bedingungen inkubiert, welche die Synthese 
eines Nukleinsaurestranges ermoglichen, wobei die Bedingtingen 
dadurch gekennzeichnet sind, dass sie ein MolverhS.ltnis von 
Mn^*/NTP von nicht mehr als 0,7 umfassen. 

Die Erfindung betrifft insbesondere Verfahren zur Herstellving von 
RNA, bei denen eine DNA als Matrize verwendet wird und eine 
Amplif ikationsrate von mindestens 1000-fach erzielt wird. 
SchlieSlich betrifft die vorliegende Erfindung Kits, die fizr die 
Durchfuhrung der erf indungsgemaSen Verfahren notwendigen 
Bestandteile umfassen. 

Die Vermehifung von Nukleinsauren in vitro ist fiir eine Vielzahl 
molektilarbiologischer Verfahren, beispielsweise fiir die Klonie- 
rung, Sequenzanalyse, in vitro Expression, etc. erforderlich. 
Dementsprechend sind Verfahren entwickelt worden, mittels derer 
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Nukleinsauren in vitro synthetisch hergestellt werden konnen. Die 
Verfahren lassen sich dabei im Allgemeinen durch das Reaktions- 
produkt, DNA oder RNA, unterscheiden. 

5 Die in vitro Transkription ist ein Verfahren zur Synthese von RNA 
ublicherweise ausgehend von einer doppelstrangigen DNA-Matrize. 
Dabei werden isolierte Bestandteile der zellularen Transkription 
(RNA-Polymerase land NTPs) fiir eine enzymatische Reaktion im 
Reagenzglas genutzt. Man geht dabei davon aus, dass das Substrat 

10 fiir die Synthesereaktion ein Komplex aus Mg^* xxnd NTP ist. Mg^' 
ist somit ein wichtiger Bestandteil der Reaktion \ind wird 
ublicherweise im Vergleich zu der NTP-Konzentration in einem 
UberschuS zugegeben (Milligan und Uhlenbeck, Methods in Enzymolo- 
gy, Vol. 180 (1989), 51-62; vind Wyatt et al., Biotechniques , 

15 Voll. 11 (1991), 764-769). 

Zur Optimierung der Amplif ikationsrate bei der in vitro Trans- 
kription schlagt die US 5,256,555 beispielsweise vor, die 
Nxikleotide in einer Konzentration von insgesamt mehr als 16 mM 
20 in die Reaktion einzusetzen. Gleichzeitig soil das fur die 
Reaktion notwendige Mg^* in einer Konzentration eingesetzt 
werden, die nicht mehr als 10 % oberhalb der Konzentration der 
Summe aller Nukleotide betr^gt. Femer soil anorganische Pyro- 
phosphatase in der Reaktionsmischung vorliegen, 

25 

Das bekannteste Verfahren zur Synthese von DNA ist die Polymera- 
se-Ketten-Reaktion ("polymerase chain reaction" oder PGR) , welche 
Mitte der 80er Jahre von Kary Mullis entwickelt wurde (vgl. Saiki 
et al., Science, Vol. 230 (1985), 1350-1354; land EP 201 184). 

30 

Bei der PCR-ReaJction lagem sich Einzelstrang- Primer (Oligo- 
nukleotide mit einer Kettenlange von \iblicherweise 12 bis 24 
Nukleotiden) an eine komplementare, einzelstrangige DNA-Sequenz 
an. Die Primer werden mittels einer DNA- Polymerase und den 
35 Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs, n^mlich dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP) zu einem Doppelstrang verlangert. Der Doppelstrang 
wird durch Hitzeeinwirkung in Einzelstrange aufgetrennt. Die 
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Temperatur wird so weit gesenkt, dass sich emeut Einzelstrang- 
Primer an die DNA-Einzelstrange anlagera. Die Primer werden durch 
die DNA- Polymerase erneut zu einera Zweitstrang elongiert, 

5 Bei Wiederholimg der obigen Schritte ist eine exponentielle 
Vermehriing der Ausgangs -DNA- Strange moglich, da die Reaktions- 
bedingungen so gewahlt werden konnen, dass aus nahezu jedem DNA- 
Einzelstrang bei jedem Reaktionsdurchlauf ein Doppelstrang ge- 
bildet wird, der nachfolgend wieder in zwei Einzelstrange 
10 aufgespalten wird, welche wiederum als Matrize fur weitere 
Strange dienen, 

Sofem vor diesem Verfahren eine reverse Transkription durch- 
gefuhrt wird, bei der mittels einer RNA-abhangigen DNA- Polymerase 
15 ein DNA- Einzelstrang (die sogenannte cDNA) aus einer mRNA ge- 
bildet wird, kann die PCR-Reaktion auch xmmittelbar auf die 
Vermehrung von Nukleinsauren ausgehend von einer RNA-Sequenz 
anwendbar (vgl. EP 201 184). 

20 Zu den genannten Reaktions-Gnindschemata wurden eine Vielzahl von 
Alternativen entwickelt, die sich in AbhSngigkeit des Aus- 
gangsmaterials (RNA, DNA, Einzelstrange, Doppelstrange) imd des 
Reaktionsproduktes (Vermehrung spezifischer RNA- oder DNA- 
Sequenzen in einer Probe oder Vermehrung aller Sequenzen) 

25 voneinander unterscheiden. 

Die DE 101 43 106.6 und DE 102 24 200,3 beschreiben beide 
Verfahren zur Vermehrung von Ribonukleinsauren, welche eine 
Kombination aus einzelnen Schritten der PCR-Reaktion und einer 
30 Transkription umfassen, 

Trotz der beschriebenen Fortschritte besteht nach wie vor ein 
Bedurfnis an verbesserten Verfahren zur Synthese von Nuklein- 
sauren, insbesondere an Verfahren, die eine hohe Syntheseleistung 
35 und -ausbeute bei einem geringen Verbrauch der Chemikalien 
ermoglichen. 
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Diese Aufgabe wurde nuiunehr dvirch Verfahren zur Synthese von 
Nukleinsauren gelost , bei denen man eine Polymerase, eine 
Nukleinsaure, die als Matrize fiir die Polymerase dienen kann, 
NTPs und Mn^* iinter Bedingungen inlcubiert, welche die Synthese 
5 • eines Nukleinsaurest ranges ermSglichen, wobei die Bedingungen 
dadurch gekennzeichnet sind, dass diese ein Molverhaltnis von 
Mn^*/NTP von nicht mehr als 0,7 umfassen. 

ErfindxmgsgemaS wurde somit uberraschenderweise f estgestellt, 
10 dass eine deutlich verbesserte Syntheserate der Polymerase 
bereits durch die Auswahl des genannten Molverhaltnisses von 
Mn^VNTP erzielt werden kann, Gleichzeitig werden durch die 
geringere Konzentration der einzusetzenden NTPs Kosten gespart. 
Eine hohe Amplif ikationsrate laSt sich somit auf einfache und 
15 kostengiinstige Art und Weise erzielen, 

Im Rahmen der vorliegenden Erf indung wird der Begriff "Molver- 
haltnis Mn^VNTP" verwendet, um den Quotienten der molaren Kon- 
zentration des Mn^' im Verhaltnis zur molaren Konzentration aller 
20 NTPs als Zahl darzustellen. 

Gemafi einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm der erf indimgs- 
gemafien Verfahren werden die Bedingungen fur die Synthese des 
Nukleinsaurestranges so gewahlt, dass das Molverhaltnis von 
25 Mn^*/NTP von 0,2 bis 0,6, vorzugsweise von 0,3 bis 0,5 betragt. 

Bei Verwendung der erf indungsgemaSen Molverhaltnisse betragt die 
Gesamtkonzentration der NTPs vorzugsweise 4 bis 24mM; bei 
VerwendTong vier verschiedener NTPs somit je 1 bis 6mM. 

30 

Daraus ergibt sich fur Mn^^ ein bevorzugter Konzentrationsbereich 
von 0,8 mM (Molverhaltnis von 0,2 bei Konzentration der NTPs von 
4mM) bis 14,4 mM (Molverhaltnis von 0,6 bei Konzentration der 
NTPs von 24mM) . 

35 

Als Polymerase kann in den erf indungsgemaSen Verfahren eine 
beliebige Polymerase eingesetzt werden, wobei die Verwendung von 
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RNA-Polymerasen, insbesondere von DNA-abhangigen RNA- Polymerase, 
welche fur die Synthese von RNA eine D3SFA als Matrize benotigen, 
die einen Promotor enthalt, fur alle Ausftihrungsfortnen der 
Erfindung besonders bevorzugt ist. Es kann sich somit beispiels- 
5 weise urn eine T7 RNA- Polymerase, eine T3 RNA- Polymerase, Oder 
eine SP6 RNA- Polymerase handeln. 

Bei der RNA- Polymerase kann es sich urn eine RNA-abhangige Oder 
eine DNA-abhangige Polymerase handeln. Die meisten der natiirli- 
10 cherweise DNA-abhangigen RNA-Polymerasen konnen auch RNA als 
Matrize erkennen, wenn eine geeignete Strxaktur vorliegt (vgl. 
Konarska, M.M. und Sharp, P. A,, Cell Vol. 57 (1989), 423-431; und 
Konarska, M.M. \md Sharp, P. A., Cell Vol. 63 (1990), 609-618). 

15 Die Polymerase xand die Nukleinsaure, die als Matrize dient, 
miissen zueinander passen. Die Nukleinsaure, die als Matrize fiir 
eine RNA-Polymerase dienen kann, muss beispielsweise Erkennxings- 
sequenzen oder Erkennxmgsstrukturen aufweisen, welche der RNA- 
Polymerase den Synthesestart ermoglichen, Vorzugsweise wird DNA 

20 als Matrize fur die RNA-Polymerase eingesetzt. Entsprechende DNA 
kann eine Promotorregion enthalten, welche von der RNA-Polymerase 
erkannt und fur den Synthesestart genutzt werden kann. Altemativ 
dazu kann die DNA eine Erkennungsstruktur ausbilden, welche es 
der RNA-Polymerase ermoglicht, die Synthese zu initiieren, 

25 Entsprechende Erkennungsstrukturen werden beispielsweise in Krupp 
(Nucleic Acids Res. Vol, 17 (1989) , 3023-3036) xind in Kuhn et al, 
(Nature Vol. 344 (1990), 559-562) beschrieben. 

Da die erf indungsgemafien Verf ahren eine besonders hohe Amplif ika- 
30 tionsrate ermoglichen, kann die Nukleinsaure, die als Matrize fiir 
die Polymerase eingesetzt wird, in sehr geringer Konzentration 
vorliegen. Die Matrize kann beispielsweise in Form von DNA oder 
mRNA in einer Menge von mindestens 0,1 picogramm, bzw. 0,2 
attomol in einem Ansatz von 20/il, somit einer Konzentration von 
35 mindestens 10 femtomolar eingesetzt werden. 
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Der Reaktionsansatz muss NTPs enthalten, wobei bei Verwendimg 
einer RNA- Polymerase liblicherweise ATP, OTP, CTP und GTP 
eingesetzt werden. Bei einer im Stand der Technik \iblichen 
Transkription werden alle hier genannten NTPs in einem Reaktions- 
5 ansatz eingesetzt, Es kann jedoch auch wQnschenswert Oder 
vorteilhaft sein, lediglich eines Oder einige der NTPs ein- 
zusetzen. 

Altemativ oder zusatzlich zu den NTPs k6nnen bei Durchfuhrung 
10 des erf indungsgemafien Verfahrens unter Verwendimg der RNA- oder 
DNA- Polymerase ferner dNTPs eingesetzt werden. Dieses Vorgehen 
weist den besonderen Vorteil auf , dass das Transkript veils tandig 
Oder teilweise DNA-Eigenschaf ten erhalt, d.h. es wird Nuklease- 
resistent und bietet eine bessere Matrize fur die RNA- Polymerase. 
15 Als dNTPs werden liblicherweise dATP, dTTP, dCTP und/oder dGTP 
eingesetzt . 

Alle Oder einige der NTPs und/oder der dNTPs kSnnen als modifi- 
zierte Verbindung oder Derivate vorliegen. • Im Stand der Technik 
20 libliche Derivatisierungen umfassen die Kopplung von Biotin oder 
eines Floureszenzmarkers, welche beispielsweise den Nachweis der 
Syntheseprodukte vereinfachen konnen. 

Die Reaktionszeit und weiteren Reaktionsbedingungen (Temperatur, 
25 pH-Wert, etc.) konnen vom Fachmann in Abhangigkeit der ver- 
wendeten Polymerase und der zu erzielenden Amplif ikationsrate 
einfach gewahlt werden. Die Inkubatinoszeit kann beispielsweise 
von 1 bis 24 Stunden, vorzugsweise von 4 bis 16 Stunden betragen. 
Bei Verwendung der T7 -RNA- Polymerase bietet es sich an, die 
30 Reaktion in dem Bereich von 3 0^C bis 45°C durchzufiihren. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren ermoglicht eine iiberraschende 
Verbesserung der Amplif ikationsrate. Im Rahmen der vorliegenden 
Anmeldung wird das Verhaltnis der Menge synthetisch hergestellter 
35 Nukleinsauren zu der Menge der urspriinglich vorliegenden Matrize 
als Amplif ikationsrate bezeichnet . Das erf indungsgemaSe Verfahren 
ermoglicht eine Amplif iktionsrate von mindestens 1000, vor- 
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zugsweise mindestens 2000. Bei optiraalen Reaktionsbedingrungen 
wurde sogar eine Amplif ikationsrate von 2500 erzielt. 

Die erf indujigsgemaSen Verfahren koimen fur eine Vielzahl von 
5 Zwecken zum Einsatz gelangen. Die verbesserten Verfahren zur 
Herstellung von Nukleinsauren k6nnen beispielsweise in den in DE 
101 43 106.6 \ind DE 102 24 2 00.3 beschriebenen Verfahren zur 
Vermehrung von Ribonukleinsauren eingesetzt werden. Die mittels 
der erf indungsgemaSen Verfahren erhaltenen Nukleinsauren konnen 
10 als Sonden an einen Chip gebunden werden. Die Verfahren konnen 
fiir die in vitro Transkription, fiir die Untersuchxmg von 
Wechselwirkungen mit Nukleinsaurebindungsfaktoren, als Aptamere 
zur spezifischen Bindung von Molekulen, als Ribozmye, etc. 
eingesetzt werden. 

15 

Die vorliegende Erf indung betrif ft schlieSlich Kits zur Synthese 
von Nukleinsauren, die in einem oder mehreren Behaltem eine 
Polymerase, NTPs, dNTPs und/oder deren Derivate (beispielsweise 
biotinylierte oder mit Floureszenzmarkem gekoppelte NTPs oder 

20 dNTPs) und Mn^* umfassen. Bei der Polymerase handelt es sich 
vorzugsweise urn eine DNA-abhangige RNA- Polymerase, welche fiir die 
Synthese von RNA eine DNA als Matrize benotigt, die einen 
Promoter enthalt. Gemafi einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 
form handelt es sich bei der RNA- Polymerase urn die T7 RNA- 

25 Polymerase, T3 RNA- Polymerase, oder SP6 RNA- Polymerase . 

Entsprechende Kits enthalten femer vorzugsweise eine Anweisuag 
zur Durchfuhrung eines der erf indungsgemaiSen Verfahren. In 
entsprechenden Anweisiangen oder Handbiichern wird genau beschrie- 
30 ben, in welcher Menge die einzelnen Bestandteile der Reaktion 
miteinander vermischt werden miissen, um optimale Syntheseleistxon- 
gen zu erhalten. 



35 
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Kurze Beschrelbung der Figuren 

Fig. 1 In vitro Transkription ixnter Verwendimg verschiedener 
Konzentrationen von Mn^* und Mg^*; Bestimmung des optima- 
5 len Verhaltnisses Mn^VNTPs und Vergleich mit Mg^\ 

Fig. 2 Bestimmimg der optimalen NTP-Konzentration bei ver- 
schiedenen Mn/NTP-Verhaltnissen. 

10 Fig. 3 Bestimmimg der Amplif ikationsrate 



Beispiel 1 

15 

In diesem Beispiel vmrde die Transkriptionsleistung der RNA- 
Polymerase in Abhangigkeit verschiedener Konzentrationen von Mn^* 
sowie Mg^"*" ermittelt. 

20 Dafur vmrde in einem Reaktionsansatz 20 /xl, 40 niM Tris-HCl 
(pH 8), 10 mM DTT, 2 mM Spermidin, 0,01% Triton X-100, 10 ng 
Nukleinsaure Matrize (Plasmid pTRI-Xef ) , 10 U RNasin- (RNase- 
Inhibitor) , 40 U T7 RNA-Polymerase, 4 mM NTPs (jedes; ergibt 
gesamt 16 mM) und Mn^* oder Mg^* in einer Konzentration von 4 mM 

25 bis 10 mM zusammen pipettiert und fur 16 Stunden inkubiert. 

Aliquote Teilmengen von 5 [xl wurden auf einem l%igen Agarosegel 
elektrophoretisch aufgetrennt und nach Anfarbung mit Ethidium- 
bromid photographiert . Das Ergebnis ist in Fig. 1 dargestellt. 
30 In Abhangigkeit der Konzentration des Mn^** oder Mg^* ergibt sich 
ein Verhaltnis aus Mn^VNTPs von 0,25 bis 0,625. 

Fig. 1 zeigt eindeutig, dass die Gegenwart von Mn^* im Vergleich 
zu der Gegenwart von Mg^* in alien Versuchsansatzen eine bessere 
35 Amplif ikationsrate erzielte. 
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Beispiel 2 

Das Ziel dieses Beispiels bestand darin, die optimale NTP- 
Konzentration in Abhangigkeit des Mn/NTP-Verhaltnisses zu 
5 ermitteln. 

Zu diesem Zweck wurden Reihen von Versuchsansatzen fur die in 
vitro-Transkription wie in Beispiel 1 erstellt. Die Konzentration 
der einzelnen NTPs betrug dabei von 2 mM bis 10 mM und die 
10 Konzentration des MnClj betrug von 2,4 mM bis 24 mM. Daraus 
ergeben sich Verhaltnisse von Mn/NTP von 0,3 bis 0,6. 

Die durch die Transkription erhaltene Menge an Transkript (in ng) 
wurde durch Ethidiiombromidfarbung des Gels und einer KKA- 
15 Verdunnungsreihe als Standard im Gel bestimmt. 

Das Ergebnis ist in Fig. 2 zusammengefasst und zeigt, dafi bereits 
bei einer Konzentration von 4TnM je NTP (gesamt also ISitiM) eine 
maximale Syntheserate erbrachten. Die besten Ergebnisse wurden 
20 bei der Kombination von 4 mM je NTP und 6,4 mM MnCla erhalten 
(entspricht einem Verhaltnis von 0,4). 

Beispiel 3 

25 

In diesem Beispiel wurde die Amplif ikationsrate der in vitro- 
Transkription in Abhangigkeit der Zeit bestimmt. Dafiir wurde 
zunachst eine in vitro-Transkriptionsreaktion wie in Beispiel 1 
beschrieben erstellt, wobei 4,8 mM MnClj und 4 mM NTP (Summe 
3 0 16 mM) eingesetzt wurden (entspricht einem Verhaltnis von 0,3) . 

Zu den in Fig. 3 genannten Zeiten wurden je 5 /zl entnommen und 
auf einem 1 % nativen Agarosegel analysiert. Die Ergebnisse 
werden in Fig. 3 gezeigt und lassen erkennen, dass in alien 
35 Reaktionsaiisatzen ein Amplif ikat ions faktor von mehr als 1500 
erzielt wurde. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Synthese von Nukleinsauren, bei dem man eine 
Polymerase, eine Nukleinsaure, die als Matrize fiir die 
Polymerase dienen kann, NTPs und Mn^* unter Bedingimgen 
inkiabiert, welche die Synthese eines Nukleinsaurestranges 
ermoglichen, dadurch gekennzeichnet, dass die Bedingungen 
ein Molverhaltnis von Mn^VNTP von nicht mehr als 0,7 urafas- 
sen. 

2. Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Polymerase eine RNA- Polymerase ist, vorzugsweise eine DNA- 
abhangige RNA- Polymerase, welche fiir die Synthese von RNA 
eine DNA als Matrize benotigen, die einen Promotor enthalt. 

3 . Verfahren ^erriaS Anspruch 1 oder 2 , dadurch gekennzeichnet , 
dass das Molverhaltnis von Mn^VNTP von 0,2 bis 0,6 betragt, 
vorzugsweise 0,3 bis 0,5. 

4. Verfahren gemaS einem der AnsprGche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Gesamtkonzentration der NTPs 4 bis 
24mM betragt. 

5. Verfahren gemaS einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Konzentration des Mn^* mindestens 
3mM, vorzugsweise mindestens 3,5mM oder mindestens 4mM 
betragt . 

6. Verfahren gemaE einem der Anspriiche 1 bis 5, bei dem die 
Konzentration des Mn^**" von 4 bis 17 raM betragt. 

7. Verfahren gemalS irgendeinem der Anspriiche 1 bis 6, bei dem 
man als Polymerase eine T7 RNA- Polymerase, eine T3 KNA- 
Polymerase, oder eine SP6 RNA-Polymerase einsetzt. 
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8. Verfahren gemaS irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem man als Nukleinsaure, die als Matrize fur die RNA-Poly- 
merase dienen kann, DNA Oder RNA einsetzt. 

9. Verfahren gemaS irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem die 3S[\akleinsiure, die als Matrize fiir die RNA- Polymerase 
dienen kann, RNA Oder DNA in einer Menge von mindestens 0,1 
picogramm (bzw. 0,2 attomol) oder einer Konzentration von 
mindestens 10 femtomolar vorliegt. 

10. Verfahren gemaS irgendeinem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem ATP, tFTP, CTP und/oder GTP als NTPs eingesetzt werden. 

11. Verfahren gemaS irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem ferner dNTPs eingesetzt werden. 

12. Verfahren gemafi irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem dATP, dTTP, dCTP imd/oder dGTP als dNTPs eingesetzt 
werden . 

13. Verfahren gemaS irgendeinem der vorstehenden Anspruche, bei 
dem die NTPs oder dNTPs als Derivate, beispielsweise als 
biotinylierte oder mit einem Floureszenzmarker-gekoppelte 
Derivate, eingesetzt werden. 

14. Verfahren gemaS irgendeinem der vorstehenden Anspriiche, bei 
dem eine Amplif iktionsrate von mindestens 1000- fach, vor- 
zugsweise mindestens 2000-fach, erzielt wird. 

15. Kit zur Synthese von Nukleinsauren, das in einem Behaiter 
Oder in mehreren getrennten Behaltem eine Polymerase, NTPs 
imd Mn^* umfasst. 

16. Kit gemaS Anspruch 15, in dem die RNA- Polymerase eine DNA- 
abhangige RNA- Polymerase ist, welche fiir die Synthese von 
RNA eine DNA als Matrize benotigt, die einen Promoter 
enthalt, wobei es sich vorzugsweise bei der RNA- Polymerase 
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urn die T7 RNA- Polymerase, T3 ENA- Polymerase, oder SP6 
RNA- Polymerase handelt. 

17. Kit gemaS Anspruch 15 oder 16, in dem ATP, DTP, CTP und/oder 
GTP als NTPs vorliegen. 

18. Kit gemaS einem der Anspriiche 15 bis 17, in dem femer dNTPs 
vorliegen. 

19. Kit gemaS einem der Anspriiche 15 bis 18, in dem dATP, dTTP, 
dCTP Tind/oder dGTP als dNTPs vorliegen. 

20. Kit gemaS einem der Anspriiche 15 bis 19, in dem die NTPs 
Oder dNTPs als Derivate, beispielsweise als biotinylierte 
Oder mit einem Floureszenzmarker-gekoppelte Derivate, 
vorliegen. 



21. Kit gemaS einem der Anspriiche 15 bis 20, das femer < 
Anweisung zur Durchfiihrung eines Verfahrens gemaS einem 
Anspriiche 1 bis 14 umfasst. 
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Figur 2 
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